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論文内容要旨
 P19細胞(マウス胚性腫瘍細胞)は,レチノイン酸やDMSOを添加することにより神経系細
 胞,筋細胞や内胚葉細胞へと分化する多能性細胞である。比較的高濃度(10-6M)のレチノイ
 ン酸を用いた場合には,神経細胞やグリァ細胞への分化誘導が起こる。P19細胞のレチノイン酸
 依存性神経系分化時には,MAPキナーゼスーパーファミリーに属するセリン/スレオニンキナー
 ゼであるJNKの長期間の活性上昇が必須であることが知られている。しかし,そのJNK活性
 上昇の機構は不明である。今回私は,P19細胞のレチノイン酸依存性神経系分化時の長期間の
 JNK活性上昇機構の解明を目的に研究を行った。
 JNKをリン酸化し活性化するプロテインキナーゼ(MAPKK)として,これまでMKK4およ
 びMKK7が知られている。これらのMAPKKは,細胞のストレス刺激等によって活性化される
 ことが判明している。そこで,P19細胞の神経系分化に伴ってこれらのMAPKKが活性化され
 るか否かを検討するために,それぞれのキナーゼを特異抗体によって細胞抽出液から免疫沈降さ
 せた後,その免疫沈降物の活性を測定した。その結果,神経系分化に伴ってMKK7の活性には
 わずかしか変動が無く,MKK4活性が選択的に上昇していた。さらに,ストレス刺激の前後で
 はMKK4のタンパク質量に変動は見られないのに対し,神経系分化に伴ってMKK4の発現誘導
 が観察された。この際,JNK1,JNK3,スカフォールドタンパク質であるJSAP1,および
 MAPKKKであるTAK1のタンパク質レベルも選択的に上昇していた。細胞抽出液中のJNKキ
 ナーゼ活性とMKK4は,陰イオン交換カラムクロマトおよびゲル濾過のいずれにおいても,同
 じ分画に回収された。また,神経系分化に伴ってMKK4のリン酸化の軽度の亢進が観察された。
 これらの結果から,神経系分化に伴うJNKの活性上昇は,JNKとMKK4の発現量の増加と,
 上流からのシグナルによる選択的なMKK4のリン酸化の亢進(活性化)によって起こることが
 示された。さらに,神経系に分化した細胞の抽出液を用いたゲル濾過の結果MKK4が神経系分
 化時に高分子領域に移動して検出され,同じ画分にJNK1およびJNK3も検出されたことから,
 これらの分子の会合体が機能単位を形成する可能性が示唆された。
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 審査結果の要旨
 P19細胞(マウス胚性腫瘍細胞)は,レチノイン酸やDMSOを添加することにより神経系細
 胞,筋細胞や内胚葉細胞へと分化する多能性細胞である。比較的高濃度(10-6M)のレチノイ
 ン酸を用いた場合には,神経細胞やダリア細胞への分化誘導が起こる。P19細胞のレチノイン酸
 依存性神経系分化時には,MAPキナーゼスーパーファミリーに属するセリン/スレオニンキナー
 ゼであるJNKの構成的な活性上昇が必須であることが知られている。しかし,これまでその
 JNK活性上昇機構は不明であり,今回,申請者はこの点の解明を目的に研究を行った。
 JNKをリン酸化し活性化するプロテインキナーゼ(MAPKK)として,これまでMKK4およ
 びMKK7が知られている。これらのMAPKKは,細胞のストレス刺激等によって活性化され
 ることが判明している。そこで,申請者はP19細胞の神経系分化に伴ってこれらのMAPKKが
 活性化されるか否かを検討するために,それぞれのキナーゼを特異抗体によって細胞抽出液から
 免疫沈降させた後,その免疫沈降物の活性を測定した。その結果,神経系分化に伴ってMKK7
 の活性にはほとんど変動が無く,MKK4活性が選択的に上昇していた。さらに,ストレス刺激
 の前後では,MKK4のタンパク質量には変動が見られないのに対し,神経系分化に伴って
 MKK4の発現上昇が観察された。この際,JNK1,JNK3,スカフォールドタンパク質である
 JSAP1,およびMAPKKKであるTAK1のタンパク質レベルも選択的に上昇していた。細胞抽
 出液中のJNKキナーゼ活性とMKK4は,陰イオン交換カラムクロマトおよびゲル濾過のいず
 れにおいても,同じ分画に回収された。また,神経系分化に伴ってMKK4のリン酸化の軽度の
 亢進が観察された。これらの結果から申請者は,神経系分化に伴うJNKの構成的な活性上昇は,
 JNKとMKK4の発現量の増加と,上流からのシグナルによる選択的なMKK4のリン酸化の亢
 進(活性化)によって起こると結論した。さらに申請者は,細胞の抽出液を用いたゲル濾過の結
 果,MKK4が神経系分化に伴って高分子領域に移動して検出され,同じ画分にJNK1および
 JNK3も検出されたことから,神経系に分化した細胞では,これらの分子の会合体が機能単位を
 形成する可能性を示唆した。
 本研究は,P19細胞のレチノイン酸依存性神経分化に伴うJNKの活性上昇機構を解明したオ
 リジナリティーの高い研究であり,学位論文に相応しいと判定する。
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